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論   文   の   要   旨 
 
 ポプラは、木材生産やバイオマス原料、環境保護や環境修復といった産業分野や環境分
野で、長い間利用されてきた。ポプラの産業的な重要性と生物学的な特徴が、生理学や生
態学、分子生物学、遺伝子工学、林学、化学、木材科学、環境科学など多くの研究を発展
させてきた。それゆえ、ポプラは木本植物のモデル生物種として認識されている。モデル
生物種としてポプラの科学と応用を進展させるためには、新しい研究分野を開拓すること、
およびその研究に必要な技術開発を進めることが重要と考えられた。そのため、放射線に
よるPopulus nigra（クロポプラ）の生物学的応答の解明と形質転換法の改良を研究の目
的とした。 
 電離放射線ストレスは環境ストレスの一種である。しかし、ポプラにおける電離放射線
の影響、および木本植物における放射線ストレスの耐性機構はほとんど分かっていない。
そのため、モデル生物種としてP. nigraに対するガンマ線の生物学的影響とその耐性機構
を調べた。P. nigraの苗木は、50グレイ（Gy）から100Gyの高線量ガンマ線を急照射して
も生き残ることができた。しかし、一部の苗木には、成長の阻害や停止、形態的な異常が
生じた。200Gyから300Gyのガンマ線は、ほとんどのP. nigraを枯死させた。また、高線量
のガンマ線は、シュートや根の形成を阻害した。コメットアッセイ法により、ガンマ線を
照射した細胞では細胞核の損傷が生じていることが示された。電離放射線ストレスに対す
る耐性機構を解明するため、DNA修復系タンパク質の６種の遺伝子、PnLIG4、PnKU70、PnX
RCC4、PnRAD51、PnPCNA、PnOGG1の各cDNAをP. nigraから単離し、構造を明らかにした。
ガンマ線量に依存して、PnLIG4、PnKU70、PnXRCC4、PnRAD51、PnPCNAの遺伝子発現が増加
する一方で、PnOGG1の発現は減少することが分かった。PnLIG4、PnKU70、PnRAD51の発現
は、DNAの化学的切断処理によっても上昇することから、これらの遺伝子はDNAの切断損傷
が引き金となって発現が誘導されると結論された。． 
 上記の放射線ストレスの研究を進めるため、遺伝子工学技術の進展が必要とされた。P.
 nigraの形質転換法を改良するため、新しいベクターの構築、形質転換にかかる期間の短
縮、および形質転換効率の上昇を目指した。構築した新しいベクターは、遺伝子クローニ
ングのための11の便利な制限酵素切断部位を有し、選抜薬剤耐性を向上させることができ
た。この新しいベクターに緑色蛍光タンパク質遺伝子を組み込み、アグロバクテリウム法
を用いてP. nigraを形質転換した。形質転換の成功は、PCR法、蛍光顕微鏡観察、免疫ブ
ロット法、サザンブロット法、およびカナマイシンとG418に対する耐性で確認した。アグ
ロバクテリウムに感染した茎切片から、直接、遺伝子組換えシュートを再生させることに
より、遺伝子組換えに必要な時間は最短で４か月に短縮できた。また、アグロバクテリウ
ム感染時に還元剤であるジチオスレイトールを添加することにより、形質転換効率を約2
0％に上昇させることができた。 
 本研究により、P. nigraの電離放射線ストレスに対する応答と耐性機構が初めて解明さ
れた。また、形質転換法が効率的に改善された。将来的に、これらの結果は有用な遺伝子
組換えポプラの作出や、遺伝子機能の研究、環境保全への応用、突然変異育種につなげる
ことができる。さらに、新しい研究分野である放射線ストレス生理学の開拓と遺伝子工学
技術の進展は、木本植物のモデル生物の一種としてP. nigraの価値を高めたと考えられた。
ポプラは木本植物の科学と技術のためのモデル生物種として、鍵となる役割を果たすこと
ができる。ポプラの科学と応用が、木本植物の研究や森林資源の供給、地球環境の保全に
貢献することが望まれる。 
 本研究のテーマの対象である植物分子生物学及び遺伝子工学分野に関連して，モデル植
物の増加と多様化が望まれている。ポプラに着目し、永年性であり樹木である種での問題
点を検討し、放射線生物学での利用やその遺伝子解析での遺伝子工学の要点を試行してい
ることが研究の主体である。 
 樹木の多機能性を考慮すると本論文でのポプラ研究は、温暖化ガス削減、砂漠化防止、
緑化、災害地回復、環境保全などに対応させることのできる基盤研究のよい事例であり、
他課題への汎用性もあり、学術価値も高いとと考えられる。 
 
審   査   の   要   旨 
 
 本研究のテーマである植物分子生物学及びその応用の植物バイオテクノロ
ジー分野では、数多くの単年生で草本生の植物が用いられており、原理的な
研究及び実用化が進んでいる。一方、永年生で木本の種については、特定の
モデルが固定せず、進展も緩慢であり、基本的な指標となるモデル種の特定
と基礎研究の充実が世界的に望まれている。また、地球温暖化、二酸化炭素
の資源化、緑地維持、バイオエネルギー、環境浄化や環境測定等実用化面に
おいて、本研究の対象種であるポプラのような樹木の貢献は必須であり、こ
れらを支援する基礎的な研究として本件は位置づけられる。放射線生物学や
遺伝子工学の課題点について、技術的問題について対処し、ポプラの基礎研
究及び実用についての実例を示した。将来的な指標となる課題点の提示もあ
り、植物科学において基盤的な研究を支援し、実用研究につなげることがで
きる論文であり、独自性も認められ博士論文としての価値が高いと考えられ
る。  
 
 平成 28年 1月 26日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと
に論文の審査及び最終試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連
事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員によって合格と判
定された。  
 
よって、著者は博士（生物工学）の学位を受けるのに十分な資格を有するも
のとして認める。  
 
 
